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(57) Abstract 



The invention relates to a hybrid protein which fuses the sub-unit B of the choleraic toxin with an active sequence of a he- 
terologous antigen with respect to said unit. Said hybrid protein is comprised of a sequence of said sub-unit which extends be- 
tween the 3rd and 100th amino acid rest of the complete sub-unit B. The heterologous amino acid sequence is used upstream or 
downstream of the latter. This hybrid protein is usable for vaccination, particularly to help the stabilisation of heterologous anti- 
gens in the intestinal environment. 



(57) Abrege 

L'invention concerne une proteine hybride de fusion de la sous-unite B de la toxine cholerique avec une sequence active 
d'un antigene heterologue vis-a-vis de ladite sous-unite. Cette proteine hybride comprend une sequence de ladite sous-unite 
s'etendant entre le 3eme et le lOOeme residus d'acide amine de la sous-unite B complete. La sequence d'aminoacide heterologue 
est fusionnee, en amont ou en aval de celle-ci. Cette proteine hybride est utilisabie pour la vaccination, en particulier pour favori- 
ser la stabilisation d'antigenes heterologues dans I'environnement intestinal. 
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L' invention concerne une prot6ine de 

10 

fusion d6riv6e de la sous-unit6 B de la toxme 
chol6rique (ci-apr6s d6sign6e sous 1 ' abr6viation CTB) 
et fusionn6e avec une s6quence active d'une sequence 
polypeptidique h6t§rologue vis-a-vis de ladite sous- 
unit6 B et t6moignant d'une activity Iga 
immunog6nique , ces prot§ines hybrides conservant la 
specif icit6 d 9 attachement de la CTB aux gangliosides 
GM1 et poss6dant simultan§ment 1' activity Iga 
antig6nique de la prot6ine h6t6rologue. 

II est entendu que, dans ce qui suit, 

20 

1 1 expression M prot6ine" recouvre aussi bien une 
prot6ine active, qu'un polypeptide ayant seulement 
l'ossature polypeptidique de ladite prot6ine active, 
en particulier lorsque celle-ci comprend d 1 autres 
groupes chimiques , par example des groupes de 
glycosylation et vice-versa. 

La prot6ine hybride selon l f invention est 
caract6ris6e en ce qu'elle r6sulte de la fusion 
directement ou par 1 ' interm6diaire d'6ventuels r6sidus 

3Q aminoacyle de liaison d'une sequence issue de la CTB 

et d'une sequence antig6nique h6t6rologue vis-^-vis de 
la CTB, cette fusion 6tant telle que soit 
essentiellement conserv6e la configuration 

pentam§rique que la CTB forme k l'6tat naturel, et que 

7C . par ailleurs soient conserves & la fois dans la 
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prot6ine de fusion la sp6cificit6 d ' attachement de la 
CTB au ganglioside GM1 et 1' activity Iga antigSnique 
de la prot^ine h§t§rologue, 

Une prot6ine hybride ou de fusion pr6f6r6e 
est caract6ris6e par le fait qu'elle comporte une 
sequence de ladite sous-unit6 s'6tendant entre le 36me 
et le 1006me r6sidus d'acides amines de la sous-unit6 
B de la CTB et compt§s h partir de I'extr6m±t6 N- 
terminale de cette sous-unit6 et que la sequence issue 
de la sous-unit6 B est fusionn^e en amont ou en aval 
de celle-ci avec la sequence active de 1 1 antig^ne 
h6t6rologue. 

De pr6f6rence, la fusion est r6alis6e 
15 g6n6tiquement comme il sera d6crit plus loin. Sans que 

les indications chif f r6es qui suivent aient un 
caract^re limitatif, il peut §tre indiqu6 que de 
pr§f 6rence la protdine h6t6rologue fusionn6e avec la 
sequence issue de la CTB comprend notamment de 4 4 100 
20 et de pr6f<§rence 5 & 50 r6sidus d'acides amines. Cette 

prot6ine h§t6rologue comprend plus particuli^rement , 
notamment lorsqu'elle est destin6e £ la production de 
vaccins, les Epitopes plus particuliSrement 
responsables de 1' activity neutralisante de ladite 
25 prot6ine k 1 • 6gard de 1' agent pathog^ne correspondant 

vis-4-vis de 1'hdte. 

A titre d ' arri£re-plan technique de 
1' invention, on rappelle que la production d'IgAs 
secr6toires joue un rdle important dans la 
30 neutralisation des virus presents dans la lumi£re 

intestinale. 

Cette r6ponse inununitaire sp6cifique 
requiert la stimulation pr6alable, par I'antig^ne, des 
tissus lymphoides associ6s 4 1 ' intestin (plaques de 
35 Peyer, ganglions lymphatiques m6sent§riques) . 
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Cependant, beaucoup d'antigenes (Ags) ne sont pas 
" IgA-geniques" , vraisemblablement parce qu'i'ls ne 
peuvent pas rester en contact prolong^ avec la paroi 
5 de la muqueuse intestinale {Bulletin de l'O.M.S*, 

1980) • 

Les strategies g6n6rales de vaccination 
utilis6es pour la prevention d' infections systemiques 
ne sont g6n6ralement pas applicables contre les virus 

10 qui ont pour cible la surface de la muqueuse 

intestinale (Bulletin de I'O.M.S, 1980). Le contr61e 
prophylactique des infections enteriques implique done 
des strategies nouvelles sp6cialement adaptees. 

Dans cette invention, nous avons d6velopp6 

15 une methode g6n6rale pour stimuler la r^ponse 

immunitaire au niveau de l'intestin, Le principe de 
base sur lequel cette invention est bas6e consiste k 
augmenter 1' activity antigenique de 1'antig^ne au 
niveau de 1 ' interaction avec les tissus lymphoides de 

20 l'intestin. Notre methode repose sur le couplage de 

deux principes : 

(1) 1 ' augmentation du contact avec l'intestin k 
1'aide d'un adjuvant qui est couple k l'antig£ne et 

(2) la stabilisation de l'antig£ne dans 
25 1 1 environnement internal, afin de prolonger la survie 

de l'antig&ne. 

Dans un mode de mise en oeuvre pr6f6r£ de 
l f invention, le couplage d'une f agon stable de 
l*antig£ne k la CTB est realise pa\r g§nie g6n6tique 

30 entre des fragments d'acides nucieiques codant 

respectivement pour les deux constituants proteiques, 
pour cr^er un couplage proteique entre l'antigdne 
"IgA-genique" et la sequence issue de la CTB . 

La sous-unite B de la toxine choierique 

35 (CTB) est une prot6ine multimerique (PM 85.000) 
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s ' attachant aux cellules 6pith61iales de 1'intestin. 
Elle est compos6e de deux sous-unit6s : une sous-unit6 
A (PM 27.000) responsable de 1' activity biologique et 
5 5 sous-unit6s B (PM 11 ,600) organises en pentamfere 

qui se fixent sur les r6cepteurs cellulaires, les 
gangliosides GM1 (Holmgren et al„, 1975). La toxine 
entidre, ainsi que sa sous-unit6 B seule (CTB) , sont 
des immunog^nes forts de la muqueuse intestinale 

1Q (Pierce, 1978 ? McKenzie et Halsey, 1983 ; Elson et 

Ealdin, 1984 ; Lycke et Holmgren, 1986 et 1987). 

Afin de contraier plus efficacement la 
sp6cificit6 du couplage et d 1 optimaliser la fusion, 
nous proposons de coupler les antig^nes k la prot6ine 

1 5 CTB par la voie g6n6tique. Pour cela nous avons 

utilise la technique de fusion de g£nes, qui permet 
d'obtenir des prot6ines couplees ou fusionn6es. Bien 
que la fusion de g£nes comme technique pour obtenir 
des prolines couplees est une m£thode g6n6rale, le 

20 r6sultat du couplage ne peut tou jours §tre pr6dit avec 

certitude. Dans la majority des cas , on observe que la 
protfeine de fusion est instable et est tr&s vite 
d6grad6e avec la synthase. Encore moins Evident est la 
production de prolines coupl6es qui retiennent les 

25 activit6s enzymatiques ou biologiques des deux 

prot§ines originales. En effet, on n'obtient que tr£s 
rarement des prot6ines coupl6es qui poss&dent les 
activit6s biologiques des deux prolines. Ceci est dQ 
au fait que le processus de couplage lui-meme a une 

30 influence importante sur la fa<?on dont les composantes 

polypeptidiques de fusion se replient, ayant pour 
consequence que la conformation tridimensionnelle du 
polypeptide est diff6rente de la configuration de la 
prot6ine native. L 1 activity biologique depend 

35 strictement de la conformation tridimensionnelle 
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exacte. En consequence, on observe que 1' activity 
biologique se perd souvent dans des prolines de 
fusion. ; 
5 Dans cette invention, nous avons r6ussi k 

obtenir des proteines de fusion qui combinent les 
activit6s biologiques des deux composants 
polypeptidiques , c'est-a-dire la specif icite 

d'attachement aux gangliosides GM1 de la CTB , l'effet 
10 adjuvant de la CTB et 1' activity Iga antig6nique issue 

de la proteine antig^ne. L' invention repose sur la 
decouverte que l 1 activity d'attachement specif ique de 
la CTB et la structure tridimensionnelle de la CTB 
pouvaient §tre conservees, notamment lorsque la 
15 proteine heterologue est fusionn6e k l'une ou k 

1' autre des deux extremites de la proteine CTB 
monom^re (ou aux deux k la fois) . Ces extremites 
forment par consequent des • sites pr6f 6r6s 
d 1 attachement des proteines antig^nes. L' invention 
20 porte aussi sur le d§veloppement d ' un systeme de 

couplage qui permettrait de coupler n'importe quel 
antig^ne ci 1' adjuvant CTB. Ceci a 6t6 realise avec la 
construction de vecteurs d' expression ou le couplage 
est independant de l'Ag considere et qui pourrait §tre 
25 utilise pour une batterie d'Ags (vecteur "cassette"). 

Ces r6sultats sont d'autant plus 
remarquables que la structure tridimensionnelle de la 
proteine CTB est tr&s complexe : (1) Fishman et al . 
(1978) ont d6montr6 que la proteine du type "all B" 
30 contenait essentiellement des regions avec une 

configuration b§ta (3-sheet) et (2) la CTB forme des 
pentamdres avec un seul axe de symetrie d'ordre 5 
(Divyer et Bloomfeld, 1982). Nous avons utilise les 
algorithmes de prediction de structure secondaire de 
35 Chou et Fasman (1978), de Cohen et al. (1986) et de 
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Gamier et al. (1982) pour identifier les regions de 
structure secondaire dans la sequence d' acides amines 
de la CTB. Nous avons retrouv6 8 regions distinctes de 
5 configuration b§ta s£par§es par des regions en 

configuration de boucle. Ce type d' organisation 
d'616ments de structures secondaires est typique de la 
famille des prot6ines d6nomm6es "tonneau b§ta" , oil le 
noyau central de la prot6ine est form6 par 8 chalnes 

10 en configuration 3 antiparall^les . En effet, il existe 

un ensemble de prolines dont la structure a 6t§ 
d6termin6e par analyse aux rayons X ayant exactement 
les memes caract6ristiques : ce sont les prot6ines de 
la capside (Rossman et al., 1983) et les picornavirus 

15 (Hoghe et al., 1985 ; Rossman et al., 1985). Le coeur 

de ces prolines , fort similaire malgr6 1' absence 
d'homologie de sequences; est constitu6 par un tonneau 
de 8 brins 0-antiparall^les en forme de "tranche de 
tarte", la pointe 6tant orient6e vers I'axe d'ordre 5 

20 (figure 8) . Ces prolines sont toutes plus longues 

(150 k 300 acides amines) que la sous-unit6 B (103 
acides amines) . Dans ces prot6ines, une grande partie 
de la structure des boucles externes oppos6es & I'axe 
d'ordre 5 et une partie du tonneau central, sont 

25 responsables des zones de contact sur. les axes d'ordre 

3 et d'ordre 2 et assurent la stability de la capside 
virale, et sont done specif iques de ces prolines. 
D' autre part, une s6rie d'autres prot6ines avec un 
tonneau 3-antiparall^le , comme les diff6rents domaines 

30 des immunoglobines , ont une taille comparable a CTB. 

Nous avons utilis6 les regies d ' empaquetage de Ptitsyn 
(1981) pour pr6dire la topologie du tonneau et le 
r6sultat de notre prediction est repr6sent6 dans la 
figure 9 et que nous pouvons d6crire comme suit : (1) 
35 Les 8 brins b@ta antiparall^les contiennent les 
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r£sidus 3 k 5 ; 15 k 20 ; 24 A 27 ; 37 & 42 ; 46 A 52 
; 72 £ 77 ; 86 £ 88 et 95 k 100. (2) Des grandes 
boucles externes, expos6es au solvant contiennent les 
r6sidus 6 k 14; 28 k 36 ; 53 & 71 et 89 & 94. (3) Les 
petites boucles internes de 1 1 axe de symdtrie 
contiennent les rdsidus 21 k 23 ; 43 k 45 et 78 k 85. 
(4) Les deux extr6mit6s NH2 et COOH se trouvent au 
centre de l'axe de sym6trie et ne contiennent que 
quelques r§sidus : 2 k I'extr6mit6 NH2 et 3 k 
I'extr^mit^ COOH. (5) Une h61ice a comprenant les 
r§sidus 59-70 situ6e dans la grande boucle des rdsidus 
53 k 71. 

Cette structure tridimensionnelle est en 

15 accord avec plusieurs observations ant6rieures : 

1) Les deux cysteines sont suf f isamment proches 
pour former le pont disulfure (figure 9). 

(2) Les acides amines impliqu6s dans la liaison 
avec GM1 (Dewolf et al., 1981) sont sur la meme face 

20 de la prot6ine accessible au solvant. De meme, les 

peptides antig6niques (Sela et al., 1984) sont sur 
cette face expos6e au solvant (figure 9). 

(3) Les peptides non antig^niques sont soit dans 
le tonneau, soit sur les boucles de l'axe de sym6trie. 

25 Finalement, 1 1 organisation des brins "externes" 

et "internes" du tonneau est en accord avec la 
prediction k 1 1 aide du moment hydrophobique (Eisenberg 
et al., 1984). C'est dire qu'il n'6tait pas Evident 
que la CTB pouvait §tre utilis^e comme prot6ine 

30 porteuse d'antig^nes Strangers, sans que soient pour 

autant affect6es ses propri6t6s d 1 attachement au 
r6cepteur cellulaire GM1 et tout en conservant les 
facult^s de la prot6ine antig6nique h6t6rologue k etre 
expos&e de fagon k pouvoir @tre reconnue par des 

35 anticorps sp6cifiques k cette prot6ine antig6nique, 
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notamment par des anticorps neutralisant 1* agent 
pathog&ne dont I'antig&ne peut etre issu, Comme 
1 ' attachement du r6cepteur cellulaire est probablement 
5 effectu6 par les boucles externes expos6es au solvant, 

il en r6sulte que 1* insertion d'un Epitope d'antig£ne 
Stranger dans une de ces boucles ne doit pas causer 
une interference avec 1 • attachement au ganglioside 
GM1, soit directement en d6truisant le site 
10 d ' attachement, soit indirectement en causant un 

emp§chement st6rique. La fusion ou 1' insertion ne doit 
pas §tre effectu6e dans les boucles de 1 1 axe de 
symetrie pour emp§cher la formation du pentam£tre. 
L ' insertion dans les brins b§ta ne doit pas davantage 
1 5 d6stabiliser la structure du tonneau. Des endroits 

pr§f§r6s pour attacher des chalnes d'acides amines 
sans perturber la structure monom6rique ou 
pentam6rique et sans interf^rer avec son attachement 
au r6cepteur, sont dans le voisinage de l'une ou 
20 1' autre des deux extr6mit6s NH2 et C00H (figure 9). De 

plus, comme les r6sidus 3 et 100 font partie de la 
structure centrale du tonneau, 1 * attachement de 
l'antig6ne Stranger se fait de preference au-deia de 
ces deux r6sidus si l'on veut preserver la structure 
25 tridimensionnelle. II est avantageux de laisser les 

deux premiers r6sidus NH2 terminaux et les trois 
r6sidus COOH terminaux inchanges lors de 1 ' attachement 
de 1' Epitope antigene Stranger. En particulier, le 
couplage peut se faire respectivement aux residus 2, 
30 3, 100, 101 et 102 de la prot6ine mature (fig. 5). 

L' invention concerne aussi le procede de 
production d'un antigene hybride conforme A 
1* invention. II comprend notamment : 

- la culture d'un h6te cellulaire competent, 
35 auparavant transform^ avec un acide nucieique 
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contenant une sequence de nucleotides codant pour la 
susdite proteine hybride, elle-m§me plac6e sous « le 
contr61e d'eiements de regulation, dont notammen-t un 
promoteur reconnu par les polymerases de cet h6te 

5 

cellulaire competent, les elements d' initiation et de 
terminaison de la traduction, et 

- la recuperation de la proteine hybride produite k 
partir des produits d' expression de cet h6te 
cellulaire . 

10 

Des sequences de nucleotides pr6f6r6es, k 
mettre en oeuvre dans le procede selon 1' invention, 
seront indiquees plus loin. 

L' invention concerne aussi les proteines 
hybrides dont les sequences se distinguent des 
precedentes par un ou plusieurs acides amines, sans 
pour autant perdre les capacites. & la fois k 
s'attacher aux igangliosides GM1 et k former des 
complexes antigene/anticorps avec des anticorps 

2 Q neutralisant la sequence issue de la proteine et, le 

cas 6cheant, k induire in vivo des anticorps 
neutralisants contre 1* agent pathogene dont l'antig£ne 
heterologue est issu. De ce point de vue, 1' attention 
doit etre attiree sur les figures 5 et 6 dans 

25 lesquelles de telles modifications apparaissent k 

titre d'exemples. 

L'acide nucieique recombinant utilise, 
codant pour la proteine hybride, est le cas 6ch6ant 
associe k une sequence signal appropri6e, le cas 

3q ech6ant h6t6rologue vis-&-vis de la CTB , chaque fois 

que le systeme vecteur-hote cellulaire mis en oeuvre 
pour 1' expression de la sequence codant pour la 
proteine de 1' invention (sous reserve que le peptide 
signal ait et6 convenablement choisi) met k profit la 

35 capacit6 de I'hote cellulaire, procaryote ou eucaryote 
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(en particulier g.coli . levure ou cellule ' de 
mammifere) a exploiter 1 * information susceptible de 
lui §tre fournie par la sequence d'ADN signal pour 
assurer le transport de la proteine hybride vers le 
periplasme, voire son excretion dans le milieu de 
culture de l'h6te cellulaire, apres clivage du peptide 
signal . 

Avantageusement, le fragment d'acide 
nucleique codant pour la sequence 3-100 de la partie 
CTB de la proteine hybride resulte des figs. 5 et 6. 
II peut naturellement s'en differencier par toutes 
modifications autorisees par la degenerescence du code 
genetique ou meme davantage, sous reserve que ces 
15 modifications (tenant par exemple a des mutations) 

n'entrainent pas la disparition des proprietes 
rappelees plus haut de la proteine hybride. 

Appartiennent egalement a 1' invention, les 
acides nucleiques decrits ci-dessus, precedes d'une 
20 sequence nucleotidique comprenant les elements de 

regulation y inclus le promoteur sous le contrCle 
duquel s'effectue la transcription de la sequence 
d'ADN recombinant, les elements initiateurs et 
terminateurs de la traduction qui lui sent normalement 
25 associes aux genes derives de l'hate cellulaire. 

L' invention concerne aussi les vecteurs 
recombinants de ce type, phasmides, cosmides, 
plasmides, phages modifies par un acide nucleique 
codant pour la proteine hybride en l'un de leurs sites 
30 non essentiels pour leur r6plication. 

Dans un mode de realisation particulier de 
1' invention, le vecteur recombinant ci-dessus est un 
vecteur d' expression contenant, en l'un de ses sites 
non essentiels pour sa replication, des elements 
necessaires pour promouvoir 1 • expression , dans un h6te 
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cellulaire, d'un acide nucl6ique codant pour la 
prot6ine hybride de 1' invention, un promoteur 
compatible avec ledit hdte cellulaire, en particulier 
c un promoteur inductible, et 6ventuellement une 

sequence signal. 

L' invention se rapporte encore aux h6tes 
cellulaires transform6s par un vecteur recombinant tel 
que d6crit plus haut, vecteur capable de se r6pliquer 
0 dans ledit micro-organisme et comprenant les 616ments 

de regulation permettant 1' expression de la sequence 
nucl§ique codant pour la prot6ine hybride de 
1 1 invention dans cet hdte* 

Un premier hdte cellulaire pr6f6r6 est 
15 constitu6 par E.coli transforms par un vecteur 

recombinant tel qu'il sera d6crit dans les exemples 
qui suivent. 

L' invention concerne encore plus 
particuli£rement des cultures cellulaires transform6es 

2Q dans les conditions sus-indiqu6es et aptes k 

synthStiser la prot6ine hybride selon 1' invention, ces 
cultures cellulaires 6tant choisies parmi celles qui 
peuvent etre utilises pour recoloniser l'intestin de 
l'h6te animal ou humain auquel le vaccin selon 

25 l 1 invention est destin6. En particulier, on 

mentionnera les ent6robacteriaceae, parmi lesquelles 
par exemple des souches de E. coli non pathog£nes ou 
des souches att6nu6es ou virulentes de Salmonella 
typhi . 

30 ' L' invention concerne 6galement d'une faqon 

g6n6rale les compositions de vaccins comprenant des 
doses efficaces des prot6ines hybrides selon 
I 1 invention ou des cultures cellulaires aptes & les 
produire et susceptibles d'etre administr6es h l'homme 

35 ou & I 1 animal. 
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Sans qu'il y ait lieu de s'y limiter, on 
mentionnera comme antigene heterologue qu'il est 
avantageux de fusionner avec la CTB un antigene derive 
5 de la proteine du virus gastroenterique du pore (pour 

1" immunisation contre la maladie causee chez le meme 
animal par ce virus) ou une proteine de la diarrhee 
bovine virale (egalement pour 1 ' immunisation contre la 
maladie causee par ce virus) . 
10 Bien que la fusion genetique represente le 

mode de production prefere des proteines recombinantes 
selon 1' invention, il va sans dire que 1* invention 
etend aussi ses effets a des proteines hybrides 
obtenues par un couplage covalent de ses deux 
15 constituants principaux par 1 • intermediate d'une 

reaction chimique ressortissant a la chimie des 
proteines et permettant la liaison bout a bout desdits 
constituants, apres protection adequate des autres 
fonctions n ' intervenant pas : dans la reaction. 
20 RESULTATS 

Clonage et expression du gene CTB codant pour la 
sous-unite B de la toxine cholerioue. 

Nous avons clone le gene CTB dans E. coli a 
25 partir du DNA genomique de la souche classique Ogawa 

41 de Vibrio cholera obtenu de l'Institut Pasteur du 
Brabant. Le gene de la toxine cholerique a deja ete 
clone (Gennaro et al., 1982; Pearson et Mekalanos, 
1982) et sequence (Lockman et Kaper, 1983; Lockman et 
30 al., 1984; Mekalanos et al., 1983a). 

Pour suivre le gene de la toxine dans les 
differentes etapes du clonage, nous avons utilise 
comme sonde le plasmide pDL15 (figure 1) qui contient 
sur un fragment EcoRI-Hindlll le DNA codant pour* la 
35 sous-unite B de 1 • enterotoxine "heat labile" d*E. coli 
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(LTB) . Le degr6 de similitude au niveau de la 
sequence nucl^otidique avec le DNA CTB est de 77%. 
Nous avons regu ce plasmide dans la souche E . coli 
MM294 du Dr. M. De Wilde de Smith Kline-RIT 
(Mekalanos et al . , 1983a). 

Les cartes de restriction des diff^rents g6nes de 
la toxine chol6rique et des sequences adjacentes 
montrent que plusieurs sites sont conserves parmi les 
diff6rentes souches de V. cholera (figure 2a) . Sur 
la base de ces informations et apr§s avoir v6rifi6 la 
presence et la localisation de diff6rents sites, nous 
avons choisi d'isoler le DNA CTB k partir d ' un 
fragment Xbal-Bglll du DNA g6nomique de V. cholera 
(figure 2a). Le site de restriction Xbal est situ6 au 
milieu du DNA codant pour la sous-unit6 A. Comme cette 
sous-unit6 est responsable de 1' activity biologique, 
une toxine active ne peut §tre exprim^e k partir de ce 
fragment et nous avons ainsi 6vit6 les risques de 
toxicity rencontres lors du clonage du g6ne de la 
toxine enti^re. 

Le fragment Xbal-Bglll a 6t6 clon6 dans le 
plasmide pUC13entre les sites de restriction Xbal et 
BamHI (figure 3) . 
2§ Le DNA g6nomique de la souche V. cholera ogawa 41 

a 6t6 extrait suivant la m^thode de Brenner et al . 
(1969) : apr^s avoir lys6 les bact§ries par un 
traitement k la pronase (50 ug/ml) et au SDS (0.5%), 
le DNA a 6t6 extrait une fois au ph6nol en NaCl 0.4 M, 
30 SDS 1%, deux fois au ph6nol-chlorof orme-alcool 

isoamylique (25:24:1) et une fois au chlorof orme- 
alcool isoamylique seul (24:1); le DNA a finalement 
6t6 pr6cipit6 trois fois k l'6thanol sur une baguette 
de verre. Apr6s un second cycle de traitement 
35 (pronase, SDS, ph6nol, 6thanol) , le DNA obtenu est 
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suffisamment pur pour §tre digere sans probleme par 
les enzymes de restriction. A partir de 100 ml de 
culture de V. cholera, nous avons ainsi extrait 500 
5 ug de DNA g6nomique. 

La presence et la localisation des sites de 
restriction PstI, Xbal et Bglll dans le gene de la 
toxine dans le DNA genomique le DNA de V. cholera a 
ete verifie par digestion avec un ou deux de ces 
10 enzymes. Les produits de ces digestions ont ete 

separes par electrophorese sur gel d* agarose 0.7 % et 
transferes sur filtre de nitrocellulose. Les fragments 
contenant le DNA CTB ont ensuite ete identifies par 
hybridation avec le fragment EcoRI-Hindlll contenant 
15 le gene LTB du plasmide pDL15I dans des conditions peu 

stringeantes, en 6XSSC , en 20 % formamide et a 37 C 
(Moseley et Falkow, 1980) . La longueur des fragments 
a ete estimee par comparaison avec les fragments du 
DNA du bacteriophage lambda digere par Hindlll. 
2o Quelque soit la digestion, nous avons tou jours observe 

deux bandes marquees. Ce resultat s'explique du fait 
que la souche classique de V. cholera, ogawa 41 
contient deux copies bien separees de l'operon de la 
toxine (Mekalanos et al., 1983b). La longueur des 
25 fragments identifies coincide avec la carte de 

restriction representee dans la figure 2. 

Pour le clonage du gene CTB, 30 ug de DNA 
genomique ont ete digeres par les enzymes de 
restriction Xbal et Bglll. Les fragments resultants 
ont ete separes par electrophorese sur gel d' agarose 
0.7 % et ceux dont la taille allait de 2.450 a 2.750 
pb ont ete recuperes par electrocution. Le melange 
des fragments recuperes a ensuite ete insere entre les 
sites de restriction Xbal et BamHI du plasmide pUC13 
35 (figure 3) . Les nouveaux plasmides ont ete introduits 



30 



0N0OOC1D: <WO 0OO3437A1 I > 



WO 90/03437 



PCT/FR89/00495 



15 

dans E. coli RRIVM15. Les bact6ries transf orm£es par 
un plasmide contenant le g6ne CTB ont ensuite 6t6 
s61ectionn6es par hybridation de colonies en 
5 conditions peu stringeantes avec la sonde LTB marquee 

au 32P. Le marquage a 6t6 r6alis6 par transf ert de 
coupure sur le fragment EcoRI-Hindlll purifi6 du 
plasmide pDL15. Le DNA des plasmides des clones 
positifs ont ensuite 6t§ dig6r§s par les enzymes de 
1Q restriction EcoRI et Hindi, les fragments resultant 

ont 6t6 s6par6s par 61ectrophor£se sur gel d' agarose 
1%, transf 6r6s sur filtre de nitrocellulose, hybrid6s 
avec le fragment EcoRI-Hindlll du plasmide pDL15 
marqu6 au 32P et autoradiograhi6s . Commele montre la 
15 figure 3. nous avons obtenu trois fragments de 

digestion (approximativement 890, 1660 et 2250 pb) et 
sur ces trois fragments, seuls ceux de 890 et 1660 pb 
qui contenaient une partie du DNA CTB se sont hybrid6s 
avec la sonde. Le plasmide que nous avons s61ectionn6 
2q a 6t6 d6nomm6 pUCTl • 

Nous avons ensuite d6termin6 la sequence du g£ne 
CTB par la m£thode des "dideoxy" (Messing, 1983) , 
apr&s avoir reclon6 me fragment Xbal-Bglll dans le 
bact6riohphage M13 (figures 4a et 4b). D 1 apr&s les 
25 sequences d6ja publi6es et d ' apr£s 1' analyse par 

digestion enzymatique de pUCTl , nous avons isol6 un 
fragment Clal d ' environ 1200 pb contenant l'enti£ret6 
du g£ne CTB et qui devrait commencer 138 pb en amont 
de l'ATG initial. Ensuite ce fragment a 6t6 dig6r6 
30 par 1* enzyme de restriction Hindi coupant au milieu 

du DNA CTB et les deux fragments resultant 
(approximativement 350, de pr6f6rence 370, et 800 pb) 
ont 6t6 ins6r6s dans le DNA du bact6rophage M13 tg 131 
entre les sites AccI (compatible avec le site Clal) et 
35 EcoRV du polylinker (figure 4a) . Un troisi^me 
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fragment de 350 pb resultant de la digestion du 
fragment Clal par 1 ' enzyme de restriction Rsal a ete 
insere dans 1 * ADN du bacteriophage M13 tg 130 entre 
les sites AccI et EcoRV (figure 4b) . 

Les reactions de sequence ont tout d'abord ete 
realisees au [x32P]dATP sur les trois matrices 
obtenues (DNA circulaire simple chaine) et ont ensuite 
ete confirmees au [35S] dATP[xS]. La sequence 
representee dans la figure 5 est tres similaire aux 
sequences des souches El Tor 2125 [Mekalanos et al. # 
1983a) et El Tor 62746 (Lockman et Kaper, 1983) a 
trois differences pres (figure 6). Nous avons compare 
la traduction en acides amines avec quelques sequences 
15 primaires publiees (Nakashima et al., 1976; Lai 1977; 

Kurosky et al., 1977; Sela et al., 1984). Parmi ces 
sequences, les seules differences observees sont une 
glutamine a la place d'un acide aspartique et une 
serine a la place d'une valine (figure 6). 
20 Le Polypeptide synthetise a partir du gene de CTB 

(124 acides amines) contient une sequence signal qui 
n'est pas conservee dans la proteine mature de 21 
acides amines (figure 5). Chez V. cholera, cette 
sequence est necessaire a la secretion de la proteine 
25 dans le milieu exterieur et, chez E. coli, elle permet 

la secretion dans l'espace periplasmique de la 
bacterie (Pearson et Mekalanos, 1982; Gennaro, 1982). 
Pour obtenir 1' expression du gene CTB clone, nous 
avons utilise le vecteur d' expression pGW7 (figure 7). 
30 Ce vecteur porte le promoteur pL du phage lambda, qui 

est sous le contrdle negatif d'un represseur thermo- 
sensible, cI857. D'abord nous avons construit un 
vecteur plus petit (pGWM, 6251pb) en excisant le 
fragment BamHI-PvuII de pGW7 (figure 7). 
35 Pratiquement, le plasmide pGW7 a ete digere par les 
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enzymes de restriction BamHI et PvuII et I'extr6mit6 
collante laiss6e par BamHI a 6t6 rendue franche par 
1' action du fragment de Klenow de la polymerase I dlE. 
coli. Le vecteur a ensuite 6t6 referm6 sur lui-meme 
avec la DNA ligase de T4 et introduit dans E. coli 
HB101. Cette construction nous a permis de cr6er un 
site unique de restriction BamHI au niveau de la 
jonction des deux anciens sites, 

Ensuite, nous avons alors ins6r6 dans le site 
BamHI du plasmide pGWM le fragment Clal du plasmide 
pUCTl contenant le g£ne CTB (figure 7) . Le plasmide 
pGWM a 6t6 dig6r6 par BamHI; les extr6mit6s collantes 
obtenues ainsi que les extr6mit6s du fragment Clal ont 
6t6 rendues f ranches par 1' action du fragment de 
Klenow de la polymerase I d'E. coli; le melange de ces 
deux fragments a ensuite 6t6 soumis a 1' action de la 
DNA ligase de T4 et introduit dans E. coli; HB101. 
Le plasmide pGWCT9 poss^de le g£ne CTB dans la bonne 
orientation par rapport au promoteur pL (figure 7). 

Nous avons mesur6 1* expression du g6ne CTB dans 
le plasmide pGWCT9 , en soumettant les bact6ries 
contenant le plasmide h un shock thermique i 42 C qui 
inactive le r6presseur cI857 thermosensible . 
Pratiquement , les bact6ries transform6es par les 
plasmides pGWM, pGWCT9 et pGWCT17 sont cultiv6es une 
nuit A 30 C; 110 ul de ces cultures sont alors dilu6s 
dans 5 ml de milieu; lorsque la density optique k 600 
nm atteint 0.4 C pendant 30 minutes et ensuite 
maintenues k 37 C pendant 90 minutes • Comme contrSle 
n6gatif, une fraction de ces cultures est maintenue & 
30 C. 

D&s 1 1 induction, la multiplication des bact6ries 
poss6dant le plasmide pGWCT9 (avec le gdne de CTB dans 
35 la bonne orientation) s'arr§te alors que le contrdle 
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continue de se multiplier normalement . Ceci indique 
que la production de la proteine CTB bloque la 
multiplication bacterienne. L* analyse des proteines 
bacteriennes par electrophorese sur gel de 
polyacrylamide-uree 15% suivie d'une coloration au 
bleu de coomassie montre une fine bande entre 10.000 
et 13-000 D legerement plus intense dans les bacteries 
sensees exprimer CTB (P.M. 11.600). 

Prediction de 1 a st-nm<-nr a -\ -, -mi n-unite B de 1 a 

toxine cholericme (CTB) . 

Dans notre prediction de la structure 
tridimensionnelle de la proteine CTB nous nous sommes 
bases sur deux observations anterieures : (1) Fishman 
15 et al (1978) ayant demontre que la proteine est du 

type "all p" contenant essentiellement des regions 
avec une configuration beta (p-sheet) et (2) que la 
CTB forme des pentameres avec un seul axe de symmetrie 
d'ordre 5 (Divyer et Bloomfeld, 1982). Nous avons 
20 utilise les algorithmes de prediction de structure 

secondaire de Chou et Fasman (1978), de Cohen et al. 
(1986) et de Garnier et al. (1982) pour identifier les 
regions de structure secondaire dans la sequence 
d'acides amines de la CTB. Nous avons retrouve 8 
25 regions distinctes de configuration beta separees par 

des regions en configuration de boucle. Ce type 
d' organisation d' elements de structures secondaires 
est typique de la famille des proteines denommees 
"tonneau beta", ou le noyau central de la proteine est 
30 forme par 8 chalnes en configuration 3 antiparalleles . 

En effet, il existe un ensemble de proteines dont la 
structure a ete determinee par analyse aux rayons X 
ayant exactement les memes caracteristiques : ce sont 
les proteines de la capside de certains virus de 

35 
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plante (Rossman et al., 1983) et des picornavirus 
(Hogle et al., 1985; Rossman et al., 1985). 

Le coeur de ces prot6ines, fort similaire malgr6 
1* absence d'homologie de sequences, est constitu6 par 
un tonneau de 8 brins p-antiparall61es en forme de 
"tranche de tarte", la pointe 6tant orient6e vers 
l'axe d'ordre 5 (figure 8). Ces prot6ines sont toutes 
plus longues (150 k 300 acides amines) que la sous- 
unit6 B (103 acides amines). Dans ces prot6ines, une 
grande partie de la structure des boucles externes 
oppos^es k l'axe d'ordre 5 et une partie du tonneau 
central, sont responsables des zones de contact sur 
les axes d'ordre 3 et d'ordre 2 et assurent la 
stability de la capside virale, et sont done 
sp6cifiques des ces prolines. D' autre part, une s6rie 
d'autres prot6ines avec un tonneau p-antiparall61e , 
comme les diff6rents domaines des immunoglobines , ont 
une taille comparable k CTB . Nous avons utilise les 
2Q regies d 1 empaquetage de Ptitsyn (1981) pour prddire la 

topologie du tonneau et le rfesultat de notre 
prediction est repr6sent6 dans la figure 9 et que nous 
pouvons d6crire comme suit : (1) Les 8 brins beta 
antiparalldles contiennent les r6sidus 3 4 5; 15 ^ 20; 
25 24 k 27; 37 k 42; 46 k 52; 72 £ 77; 86 k 88 et 95 k 

100. (2) Des grandes boucles externes, expos6es au 
solvant contiennent les r^sidus 6 k 14; 28 k 36; 53 k 
71 et 89 k 94. (3) Les petites boucles internes de 
l'axe de symm6trie contiennent les r6sidus 21 k 23; 
30 43 ci 45 et 78 k 85. (4) Les deux extr6mit6s NH2 et 

COOH se trouvent au centre de l'axe de symm6trie et ne 
contiennent que quelques rfesidus : 2 k I'extr6mit6 NH2 
et 3 4 l'extr6mit§ COOH. 

Cette structure tridimensionnelle est en accord 
35 avec plusieurs observations ant6rieures : (1) Les deux 
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cysteines sont suf f isamment proches pour former le 
pont disulfure (figure 9). (2) Les acides amines 
impliquees dans la liaison avec GUI (Dewolf et al., 
1981) sont sur la m§me face de la proteine accessible 
au solvant. De m§me, les peptides antigeniques (Sela 
et al., 1984) sont sur cette face exposee au solvant 
(figure 9) . (3) Les peptides non-antigeniques sont 
soit dans le tonneau, soit sur les boucles de l'axe de 
symmetrie. Finalement, 1 • organisation des brins 
"ext'ernes" et "internes" du tonneau est en accord avec 
la prediction a 1 • aide du moment hydrophobique 
(Eisenberg et al., 1984). 

Ce modele de la structure tridimensionnelle de 
15 CTB nous a permis de definir des conditions prealables 

sous lesquelles nous pourrons utiliser la CTB comme 
proteine porteuse d'antigenes etrangers sans pour 
autant affecter ses proprietes d'attachement au 
recepteur cellulaire GUI . Comme 1 ' attachement est 
20 probablement effectue par les boucles externes 

exposees au solvant, il en resulte que 1* insertion 
d'un epitope d'antigene etranger dans une de ces 
boucles causerait vraisemblablement une interference 
avec 1 'attachement au ganglioside GUI , soit 
25 directement en detruisant le site d'attachement, soit 

indirectement causant un empichement sterique. Par 
centre, une insertion dans les boucles de l'axe de 
symmetrie devrait empScher la formation du pentamere, 
pendant qu'une insertion dans les brins beta 
30 destabiliserait la structure du tonneau. il en 

resulte done que probablement le seul endroit o_u nous 
pourrons attacher des chaines d« acides amines sans 
perturber la structure monomerique ou pentamerique et 
sans interferer avec son attachement au recepteur, 
35 sont en fait les deux extremites NH2 et C00H- 
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terminales (figure 9). De. plus, comme les r6sidus 3 et 
100 font partie de la structure centrale du tonneau, 
1 1 attachement de l'antig^ne Stranger devrait se faire 
au del& de ces deux r6sidus si I'on veut preserver la 
structure tridimensionnelle . Vu les distances courtes 
entre les extr6mit6s et les r6sidus 3 et 100, il nous 
a sembl6 prudent de laisser les deux premiers r§sidus 
NH2 terminaux et les r6sidus COOH terminaux inchang§s 
lors de 1 * attachement de 1* Epitope antigdne Stranger. 
En conclusion, notre prediction de structure nous a 
permis de formuler une strat6gie d'utiliser la 
prot6ine CTB comme prot6ine porteuse d* Epitopes 
d'antig&nes Strangers en couplant ces Epitopes par 
voie g6n6tique & la prot6ine CTB- En toute 
probability, il nous semble prudent d'op6rer ce 
couplage aux deux r6sidus terminaux de la prot6ine CTB 
■ mature, bien que nous ne pouvons exclure qu'un 
couplage ne peut se faire respect ivement aux r6sidus 
2, 3, 100, 101 et 102. 

2.3- Construction et expression de g£nes CTB vecteurs. 

En g£n6ral, un couplage de prolines diff6rentes 
par voie g£n6tique peut §tre effectu§ au niveau des 
g6nes codant pour les deux proteines en fusionnant les 
regions de DNA codantes respectives de f agon telle 
qu'on obtient une seule region codante avec une phase 
de lecture non interrompue. La strat^gie que nous 
avons utilis£e consiste £ construire des gdnes CTB 
vecteurs dans lesquelles nous pourrons ult6rieurement 
ins6rer des fragments de DNA codant pour des Epitopes 
antig6niques . D ' apr£s le module de la structure 
tridimensionelle de CTB, on devrait pouvoir coupler 
des antig^nes par voie g6n6tique aussi bien k 
I'extr6mit6 NH2-terminale que COOH-terminale . En 
consequence, nous avons d6cid6 de modifier le g6ne CTB 
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de facon telle d' avoir le choix de coupler ' des 
antigenes etrangers aussi bien a l'extremite COOH- 
terminale que NH2-terminale . A cette fin, nous avons 
modifie les sequences codant pour les extremites NH2- 
et COOH-terminales du gene CTB de facon telle que les 
modifications de sequence introduites n'affectent pas 
la sequence primaire d* acides amines de la proteine 
CTB mature, tout en creant des sites de restriction 
uniques : 

- Dans la region NH-terminale nous avons introduit des 
modifications dans la sequence codante pour le peptide 
signal qui precede la proteine mature. De cette facon. 
nous pourrons obtenir des fusions dans une partie de 
CTB qui n'est normalement pas presente dans la 
proteine mature. En bref, nous avons raccourci de 13 
acides amines le peptide signal, ne retenant que 8 
acides amines. De cette facon le peptide de signal ne 
sera plus fonctionnel et devient un "leader peptide", 
long de 5 acides amines. En mdme temps, nous avons 
introduit les sites de restriction BamHI et Nlalll 
dans le "leader peptide". C'est apres 1 * ATG de ce 
leader peptide que nous pourrons inserer les fragments 
d 1 antigenes, et dans les proteines de fusion 
25 l'antigene sera suivi de la proteine mature CTB. 

- Dans la region COOH-terminale, nous avons modifie 
la sequence de nucleotide codant pour les 10 derniers 
acides amines : nous avons introduit le maximum de 
substitutions de nucleotides afin d'introduire un 
30 nombre de sices de restriction dans cette region, 

sans pour autant changer la sequence des acides 
amines. En tout, nous avons pu creer 5 sites 
d' insertion : N1III, Pvul, EcoRV, clal et Ball. il 
est evident que lorsqu'un antigene sera couple en 
35 inserant le gene dans un de ces sites de restriction, 
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la prot6ine de fusion r6sultante manquera quelques 
acides amines, d6pendamment du site d' insertion 
choisi. Comme les trois derniers r^sidus de 
I'extr6mit6 COOH-terminale ne font pas partie de la 
structure du tonneau, il est concevable que la perte 
de ces acides amines n'affectera pas les propri6t6s 
globales de CTB * Le gdne CTB modifi§ sera par la 
suite d6nomm6 g£ne CTB-vecteur. 

Pour obtenir 1' expression du g^ne CTB-vecteur, 
nous avons utilise la technique de couplage 
cistronique qui consiste k placer le g£ne derri^re un 
autre g6ne d§j£ fortement exprim6 de fagon telle que 
lors de la traduction de RNA messager, ce g£ne sera 
traduit avec la meme efficacit6 que le premier g6ne 
(Schoner et al . , 1984). Ainsi, le gdne CTB-vecteur 
sera coupl6 au g£ne de la superoxyde dismutase humaine 
(SOD) dans un vecteur d6riv6 du plasmide pSODX16 
(Hallewell et al. f 1985). Le plasmide d' expression 
PS0DX16 (Hallewell et al., 1985) contient le cDNA 
codant pour la hSOD sous le controle d 1 un promoteur 
fort, le promoteur "tac" inductible par l'IPTG (De 
Boer, et al . , 1983). Dans le plasmide pSODL d6riv6 
que nous avons construit, la fin de la sequence 
25 codante de la SOD a 6t6 modifi^e afin de permettre le 

couplage cistronique avec d' autre sequences codantes 
(figure 10). A cette fin, nous avons ins6r6 un 
oligonucleotide contenant une sequence Shine-Dalgarno 
n§cessaire k 1 ' initiation de la traduction de la 
3q seconde prot6ine, un codon stop sp6cifiant la fin du 

cDNA de la SOD et un ATG pour 1' initiation de la 
traduction du gdne vecteur CTB suivi du site de 
restriction BamHI oti peut etre ins6r6 un fragment de 
DNA codant pour un Epitope antig6nique stranger 
35 (figure 10) . 



20 



BN8DOCID: <WO_*X»437A1JL> 



WO 90/03437 




PCT/FR89/00495 



10 



15 



Avant d'inserer le fragment du gene CTB dans le 
plasmide d' expression, nous avons d'abord modifie le 
vecteur pSODL au moyen d'un oligonucleotide 
synthetique afin d'incorporer dans le plasmide les 
elements genetiques necessaires a obtenir la 
configuration du gene CTB-vecteur desire. Le fragment 
du gene CTB qui sera insere dans le vecteur est un 
fragment Nlalll, qui code pour la majorite de la 
sous-unite B mature excepte les 9 acides amines C- 
terminaux et possedant en plus les 2 derniers acides 
amines de la sequence signal {figure 12). Les 9 
acides amines qui manquent a l'extremite COOH, ont ete 
complete au moyen de cet oligonucleotide synthetique. 
En meme temps, ceci nous a permis d'introduire les 
sites de restriction uniques, mentiones auparavant, 
qui permettront 1' insertion ulterieure des fragments 
de DNA codant pour des epitopes antigeniques 
etrangers . 

20 Le P lasmid e PSODC a ete derive du plasmide pSODL 

par insertion de 1 * oligonucleotide synthetique a 
l'aide d'un adapteur Pstl-EcoRI (figure 11). 

L' oligonucleotide dont la sequence est presentee dans 
la figure 11 contient successivement dans le sens 
25 5' -3' : (1) une extremite compatible avec le site de 

restriction BamHI; (2) un codon specif iant une serine. 
Les trois premiers acides amines du gene vecteur CTB 
(methionine, glycine et serine) sont codes par le 
vecteur pSODL ainsi que le troisieme nucleotide du 
30 quatrieme codon. Comme nous utiliserons le site BamHI 

pour inserer les fragments, les residus serines 
pourront donner un couplage favorable dans la proteine 
chimere en placant deux serines successives (Sung et 
al., 1986); (3) le site de restriction SphI ou nous 
35 insererons le fragment Nlalll; (4) le DNA codant pour 



BNGOOCtD: <W0_9003437A1 I > 



WO90/03437 £ £ PCT/FR89/00495 



25 



10 



15 



les 9 acides amines C-terminaux de CTB et le codon 
stop. La sequence primaire de CTB est inchang6e et 
nous avons introduit des modifications dans la 
sequence nucieotidique afin de cr§er des sites 
d'insertion (figure 11); (5) une extr6mite compatible 
avec le site de restriction Pstl. La construction 
finale est representee dans la figure 11. 
Pratiquement , la construction du plasmide pSODL a ete 
accomplie comme suit : nous avons ins6r6 
1 1 oligonucleotide dans le plasmide pSODL au moyen du 
linker Pstl-EcoRI. L ' oligonucleotide (obtenu de 

Pharmacia) est d'abord purifie sur gel de 
polyactrylamide ur6e 16 %. Pour comparer la purete de 
1 ' oligonucleotide avant et apres cette etape, nous 
avons marque une fraction au 32P au moyen de la T4 
polynucleotide kinase. Les produits obtenus ont 6te 
s6par6s sur gel de polyacrylamide-ur6e . 16% et 
visualises apr£s autoradiographie . Ensuite, 
1 1 oligonucleotide a 6te purifie et phosphoryie k la 
polynucleotide kinase de T4 , ajoute au linker Pstl- 
EcoRI, et au vecteur dig6r6 par BamHI et EcoRI dans un 
rapport de 1, 2 et 5 et soumis k la DNA ligase de T4 . 
Nous avons traite le melange de ligation avec le 
25 fragment de Klenow de la polymerase I afin de remplir 

les parties simple chalne et nous avons ensuite 
transforme E. coli RRI M15 avec ces melanges de 
ligation. Les bact6ries transform6es qui contiennent 
des plasmides ayant int6gre 1 1 oligonucleotide ont ete 
30 detectees par hybridation avec 1 'oligonucleotide 

synthetique marque au 32P. Pour 25 ng de ligation, 
nous avons obtenu trois clones positifs. 

L*6tape finale dans la construction du gene CTB- 
vecteur consiste k inserer le fragment CTB Nlalll dans 
35 le site SphI du vecteur pSODC (figure 12). Le fragment 
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Nlalll a ete obtenu en digerant le plasmide pUCTl avec 
Nlalll et en purifiant le fragment de 300 paires de 
bases sur un gel d' agarose. Apres avoir digere le 
plasmide avec SphI, nous avons rajoute le fragment 
Nlalll purifie dans un rapport de 1 et soumis le 
melange a la DNA ligase de T4. Ensuite nous avons 
transforms E. coli RRI Ml 5 avec le melange de 
ligation. Les plasmides presents dans les bacteries 
transformes selectiones sur un milieu contenant 100 
ug/ml d'amicilline, ont ete analyse par digestion avec 
les enzymes de restriction BamRT, Hindi et EcoRI 
afin d' identifier les bacteries transformees possedant 
le plasmide recombinant contenant le gene CTB-vecteur 
15 dans 1' orientation desiree vis a vis du promoteur Tac. 

Un des plasmides ayant la structure desiree a ete 
denomme pSCT9 (figure 12) . 

Finalement, les constructions plasmides, la 
sequences de 1 ' oligonucleotide synthetique ainsique 
2Q la sequence au niveau des sites de clonage dans le 

vecteur pSCT9 ont ete verifies directement par 
sequencage de DNA a partir du DNA plasmidien par la 
methode de Chen et Seeburg (1985). Pour cela, nous 
avons utilise deux oligonucleotides synthetiques corome 
25 amorce : le premier reprend la fin de la sequence de 

la SOD, le second reprend la sequence du brin 
complementaire situe en aval du DNA codant pour CTB. 
Les sequences du gene CTB-vecteur presentes dans la 
figure 11 ont ainsi ete confirmees. 
30 Nous avons analyse les proteines totales 

synthetisees par les bacteries possedant le plasmide 
PSCT9 apres traitement a 1'IPTG par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide-SDS 16% (PAGE-SDS) et coloration 
au bleu de coomassie. Nous n' avons pu mettre en 
35 evidence la presence de la proteine CTB-vecteur et 
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cela quelle que soit la dur6e de 1' induction. Par 
contre, la presence de la prot6ine CTB-vecteur , a 
cependant pu §tre detectee apr^s transfert des 
proteines bacteriennes s6par6es par PAGE-SDS sur 
filtre de nitrocellulose et revelation avec un 
antiserum sp6cifique dirige contre la CTB 
commercialism par Sigma (STB Sigma) . Nous avons aussi 
observe un ralentissement dans la Vitesse de migration 
de la proteine CTB-vecteur, provoqu6 par la presence 
des 6 acides amines suppiementaires . Finalement, le 
marquage k la Methionine 35S des proteines 
bacteriennes exprimees apr6s induction, suivi d'une 
chasse de dur6e variable avec de la methionine friode, 
a permis de mettre en evidence la degradation rapide 
de la proteine CTB-vecteur k l'intferieur de la 
bacterie . 

Suite k ces resultats, nous avons construit 
d'autres genes CTB-vecteurs, qui codent pour des 
proteines CTB sans acides amines additionels k 
l'extremite NH2 terminale. Pour ces nouveaux genes 
CTB-vecteurs, nous avons utilise un systeme 
d' expression different base sur 1 ' utilisation de la 
RNA polymerase du bacteriophage T7 (Studier et 
Moffatt, 1986). Le gene k exprimer sera place dans le 
plasmide d* expression pAR3040 (figure 13) sous le 
contr61e du promoteur du gene 10 du phage T7 . Le 
plasmide recombinant est alors introduit dans les 
bact6ries BL21 (DE3) qui contiennent sur le chromosome 
une copie du gene de la RNA-polymerase du phage T7 
sous contrSle du promoteur "lacUVS" inductible par 
l'IP.TG. La RNA polymerase de T7 est tres active et 
hautement selective pour ses propres promoteurs, ce 
qui permet une rapide accumulation de la proteine 
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desiree pouvant aller jusqu'a 50% des prolines 
totales bacteriennes. 

Conune dans tout systeme d* expression inductible, 
5 un faible niveau d' expression subsiste en absence 

d'inducteur. Ce systeme n'est done applicable qu'aux 
proteines peu ou pas toxiques pour la bacterie. Pour 
l'etendre aux proteines plus toxiques, l'equipe de 
Studier y a introduit un autre plasmide, pLysS, qui 
1Q permet 1' expression du gene du lysozyme du phage T7 et 

qui est compatible avec le vecteur d ' expression . Le 
lysozyme de T7 est un inhibiteur specifique de la RNA 
polymerase de T7 et diminue done le niveau 
d' expression du gene desire en absence d'inducteur 
15 (Rosenber, Dunn et Studier, manuscrit en preparation). 

Le vecteur pAR3040 represents dans la figure 13 
est derive de pBR322 et contient. le promoteur, la 
sequence Shine-Dalgarno et le terminateur du gene de 
la proteine 10 du phage T7. Le site de restriction 
20 Ndel localise au niveau du codon d* initiation de la 

traduction de la proteine 10 nous permet d'inserer le 
gene CTB tout en conservant les sequences de T7 
regulatrices de la transcription et les sequences 
necessaires a sa traduction. Nous avons modifie le 
25 vecteur pAR3040 afin d'en reduire la taille du 

plasmide et d'eliminer des sites de restriction qui 
pourraient ggner les constructions ulterieures (figure 
13) : l. - les fragments PvuII-Bglll et EcoRI-EcoRV 
ont ete deletes et ces sites de restriction ont ete 
30 supprimes; 2. - le site PstI situe dans le gene de 

resistance a 1 ' ampicilline a ete elimine* en 
remplacant le fragment Avail de pAR3040 par le 
fragment equivalent du plasmide pUC13 dans lequel le 
site PstI a ete mute. Le plasmide resultant a ete 
35 denomme PARAE. Nous avons construit le plasmide 
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pT7CTBR qui contient le g£ne CTB-vecteur sous controle 
du promoteur T7 par insertion du fragment SspI-PstI du 
vecteur d' expression pSCT9 (figure 12) entre les sites 
Ndel et BamHI du plasmide pARAE. - Avec un 

oligonucleotide synthetique, nous avons complete la 
sequence de CTB et nous avons realise les jonctions 
avec les sites d 1 insertions Ndel et BamHI. La 
construction est representee figures 14 et 15. 

Dans le plasmide pT7CTBR, les modifications qui 
avaient 6te introduites pr6c6demment au niveau de la, 
sequence nucieotidique de l'extr6mite COOH- terminale 
de CTB lors de la construction de pSCT9 sont 
conserv6es. A l'extr6mite NH2-terminale , un seul 
codon a 6t6 ajoute pour permettre 1' initiation de la 
traduction (figure 14} * La sequence en acides amines 
de la prot6ine vecteur CTB (CTBR) est done identique k 
la sequence de la CTB mature naturelle excepts le 
r6sidu methionine additionnel k 1' extremity NH2- 
terminale (figure 15) . 

Ensuite, nous avons modifie le g£ne CTB-vecteur 
du plasmide pT7CTBR afin de cr6er un site d' insertion 
pour les fragments de DNA 6tranger dans la sequence de 
DNA codant pour l'extremite NH2- terminale du g£ne 
CTB-vecteur. Pour cela, nous avons introduit, dans le 
plasmide pT7CTBR , un site de restriction BamHI entre 
le ler codon methionine et le 26me codon sp6cifiant le 
ler acide amine de CTB mature. Cette modification a 
ete effectu6e en remplagant le fragment Ndel-Sspl du 
30 plasmide pT7CTBR par un oligonucleotide synth6tique et 

le plasmide resultant a 6t6 d6nomme pT7CTBR2 (figure 
16) . Par rapport k la CTB mature, la nouvelle 
proteine CTB-vecteur (CTBR2) cod6e par pT7CTBR2 
comporte 3 acides amines suppiementaires k l'extr6mite 

35 
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NH2-terminale : successivement une methionine , une 
glycine et une serine. 

Nous avons obtenu des taux d 1 expression 61ev6s 
des prot6ines CTBR (100 & 200 ug par ml de culture) 
dans la souche BL21 (DE3) transforms par pT7CTBR et 
PT7CTBR2 seul ou en presence de pLysS (figure 17) . 
Cependant, nous avons constats un fort ralentissement 
de la croissance cellulaire apr6s induction dans le 
cas des bact^ries poss6dant les deux plasmides 
contrairement aux cellules ne contenant que T7CTBR ou 
PT7CTBR2. La presence du plasmide pLysS permet 
d'obtenir un rapport favorable entre les proteines 
CTBR et les proteines totales (figure 17) . 
15 Nous avons observe qu'& l'int6rieur de la 

bact§rie, les proteines CTBR et CTBR2 s ' aggrdgent et 
fprment des corps d' inclusion. Ce phenom^ne est 
fr^quemment observe lorsque des protdines 6trang6res 
sont exprim6es chez E. coli (Uren r 1985) . Ce 
2o ph6nom6ne a 6t6 mis A profit pour purifier les 

proteines CTBR et CTBR2 : les bacteries , concentres 
par centrif ugation, sont trait6es successivement au 
lysozyme et k la DNAsel; les corps d' inclusion sont 
r6cup6r6s par* centrif ugation k 12.000 pendant 15 
25 minutes et purifies au cours de trois lavages 

successifs avec un tampon Tris HC1 pH8 . 0 lOmM, EDTA 
PH8.0 lmM PMSF 0,1 nM. L 1 analyse , par PAGE-SDS, des 
proteines pr6sentes dans les corps d' inclusion montre 
que la totality de CTBR et CTBR2 exprimde est 
30 r6cup6r6e dans ces aggr^gats (figure 18) . 

Activit6 biol ogique des p r otfeines CTB vecteurs (CTBR 
et CTBR2) 

La CTB forme naturellement un pentam^re 
lorsqu'elle est s6cr6t6e dans le milieu ext£rieur par 
35 V. cholera (Hirst et al. 1984; Gill, 1976). Par 
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contre, les prolines CTB-vecteurs , CTBR et CTBR2 que 
nous exprimons k l'int§rieur de la bact6rie forment 
spontan6ment des corps d' inclusion qui contiennent des 
prot6ines agr6g6es insolubles. Comme la conformation 
pentam6rique native de CTB est essentielle k son 
activity biologique de stimulation immunologique , nous 
avons recherch6 les conditions qui permettent de 
solubiliser les corps d* inclusion et d'obtenir ensuite 
la configuration pentam&re. De plus, chaque sous-unit6 
de la CTB naturelle poss£de un pont disulfure 
interchaine entre les cysteines en position 9 et 86 
(figure 9). Comme nous ne connaissons pas l'6tat de 
reduction des prot6ines synth6tis6es dans E. coli , 
que nous avons exprim6e, ce facteur a 6galement 6t6 
pris en consideration dans 1 • 6tablissement des 
conditions de r6naturation . 

La formation du pentam^re peut §tre mise en 
Evidence par PAGE-SDS, le pentam^re formant un 
complexe assez stable pour ne pas §tre dissoci6 en 
presence de SDS (Gill, 1976) f pourvu que les 
6chantillons ne soient pas chaufffes k 100 C avant 
d'etre d6pos6s sur gel et pourvu que la concentration 
de SDS dans le tampon soit r§duite k 0,1 %. Pour 
6tablir les conditions de r6naturation , nous nous 
sommes bas6s sur les conditions 6tablies par 
Finkelstein et collaborateurs (1974) pour la 
reconstitution du pentam^re CTB k partir de la toxine 
chol6rique : les deux sous-unit6s peuvent etre 
dissoci6es apr6s d6naturation dans un tampon ur6e 
6.5M, glycine-HCl 0.1M pH3 . 2 ; le pentam^re de CTB peut 
§tre reconstitu6 par dialyses successives k 4 C dans 
un tampon TrisHCl 50mM pH7 • 5 EDTA lOmM NaCl 200mM en 
presence de concentration d^croissante d'ur^e (5M, 4M f 
3M, 2M, 1M, 0.5M et 0M) . Afin d'appliquer cette 
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approche k nos corps d' inclusion , nous avons d'abord 
6tudi6 leur solubilisation k diff^rentes 
concentrations en ur6e et k diff^rents pH : les 
r§sultats obtenus ont d§montr§ qu* k pH 8 # les corps 
d" inclusion sont solubilis6s en ur6e 4M; par contre, k 
pH 3-2 , les corps d' inclusion sont d6j£ solubilis6s en 
ur§e 1M. Les corps d 1 inclusion de CTBM2 solubilis6s en 
ur6e 1M ou 6.5M glyc 0.1M pH3,2 et dialysis 
successivement comme d6crit par Finkelstein et al 
(1974). La d6naturation en ur6e 6 . 5M pH3 . 2 nous a 
permis de reconstituer le pentamdre apr£s dialyse. La 
solubilisation en ur6e 1M pH3.2 ne suffirait pas pour 
ddplier compl&tement la chaine polypeptidique de la 
prot6ine pr6sente dans les corps d' inclusion 
nfecessaire au repliement correct • 

L 1 influence de l'6tat d' oxidation du pont 
disulfure 'intrachaine sur la formation du pentam£re a 
6t6 analys6e en appliquant le • meme cycle de 
d6naturation-renaturation en presence ou absence de 
&-mercapto6thanol 1% dans le tampon de d^naturation . 
L' analyse par PAGE-SDS (figure 19) montre qu 1 en 
absence de p-mercapto6thanol , en plus des pentam&res 
de CTBR et CTBR2 migrant comme CTB Sigma (forme 
25 oxyd6e) , nous observons des formes interm6diaires 

entre le monom£re et le pentamdre. Par contre, en 
presence de fJ-mercapto§thanol dans le tampon de 
d6naturation, le pentam£re de CTRR renatur6 migre plus 
lentement (forme suppos§e r§duite) et nous n' observons 
3 0 pas de formes interm6diaires . II semble done que 

l'oxydation des cysteines ait lieu, soit dans le 
cytoplasme de la bact6rie, soit en cours de 
d6naturation. Cette oxydation provoquerait la 

formation de ponts de disulfures interchaines 
3 5 (normaux) mais 6galement de ponts disulfures 
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interchaines expliquant la presence de formes 
interm6diaires . Nous avons aussi analyst comment le 
rendement de renaturation en pentam^re pouvait §tre 
influence par le pH du tampon de dialyse. .Les corps 
d' inclusion de CTBR solubilis6s ont 6t6 dialysis 
contre des solutions de renaturation compos6es de NaCl 
0.2 M r EDTA 1 mM, NaN3 3 mM, PMSF 0.1 mM et tamponn6es 
soit en phosphate pH 6.0 lOOmM, soit en tris-HCl pH 
7.5 100 mM, soit en tris-HCl pH 8.5 lOOmM, soit en 
borate pH 9.5 100 mM. Nous avons 6tudi§, d'une part, 
1' influence du pH lorsque les prot6ines sont dialys6es 
directement contre le tampon de renaturation et 
d' autre part, lorsque les prot6ines sont dialys^es, 
successivement contre le tampon de renaturation 
contenant des concentrations en ur6e d6croissantes . 
L' analyse par PAGE-SDS des prot6ines CTBR renatur6es 
montre que, par dialyse par palier, le rendement est 
optimum k pH 7.5 et k pH 8.5. Par contre, par dialyse 
directe, le rendement optimal n'est obtenu qu 1 h pH 8.5 
uniquement . 

Nous avons finalement 6tudie parall^lement 
1* influence de la concentration des prot^ines et 
1' influence de la concentration en &-mercapto6thanol 
dans le tampon de dialyse. Un pr6cipit6, compost de 
multim^res formes par des ponts disulfures 
interchaines, est observe & une concentration 6gale ou 
sup6rieure & 250 ug/ml lorsque le premier bain de 
dialyse, la precipitation n'est observ6e qu'& partir 
de 500 ug/ml ; 1' importance du pr6cipit6 est cependant 
plus f aible lorsque le tampon ne contient pas . de 3" 
mercapto6thanol . Les conditions de renaturation 
optimales sont done une solubilisation des protdines 
dans un tampon contenant du 0-mercapto6thanol (1%) 
suivi de plusieurs dialyses par palier contre un 
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tampon avec des concentrations d6croissantes de ' p- 
mercapto6thanol . En conclusion, nous pouvons done 
obtenir un bon rendement des prot6ines CTB-vecteur 
(CTBR et CTBR2) k partir des corps d' inclusion 
purifies en d^naturant d'abord les protdines en 
presence d' agent r6ducteur (&-mercapto6thanol , 1%) et 
en presence d'une concentration d'ur6e 6,5 M dans un 
tampon glyc 0,1 M pH 3,2- La r§naturation se fait 
ensuite par dialyse par palier utilisant des 

10 

concentrations d^croissantes d'ur6e (5 M, 4 M, 3 M, 2 
M, 1 M, 0,5 M et 0 M) . &-mercapo6thanol est 6galement 
ajout6 aux deux premiers tampons de dialyse 
(respectivement 1% et 0.1%) . De plus, ces r6sultats 
d6montrent qu'il est possible de modifier I'extr6mit6 
NH2-terminale de CTB sans affecter sa capacity de 
former un pentam^re. 

Ayant d6montr6 que nous pouvons obtenir les 
prot6ines CTB-vecteurs sous la forme du pentam^re 

2Q ayant les memes propri6t6s physico-chimiques que le 

pentamdre CTB naturel, nous avons ensuite v6rifi6 la 
propri6t6 des prolines CTB-vecteurs de s'attacher aux 
r^cepteurs gangliosides GM1 . En effet, la fixation de 
CTB sur les r6cepteurs cellulaires, les gangliosides 

25 GM1 est res P° nsable Pour la stimulation de 1' induction 

d'une r6ponse IgA immunitaire intestinale (McKenzie et 
Halsey, 1983). En plus, nous avons aussi v6rifi6 si 
les propridtes antig6niques de CTB 6taient conserves 
dans les prot6ines CTBR et CTBR2, en utilisant un 

3Q 'antiserum polyclonal contre la prot6ine CTB. 

Pour 6tudier ces deux caract6ristiques 
simultan6ment , nous avons utilise un test GM1-ELISA 
illustr6 dans la figure 20 (GMl-Enzyme-Linked- 
ImmunoSorbent-Assay) dont les diff6rentes §tapes sont 

35 r6sum6es ci-dessous (Lonroth et Holmgren, 1975; Sacks 
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et al., 1980) : . (1) adsorption de GM1 (obtenu de 
Sigma) sur les parois de microplaques ; (2) fixation de 
CTB sur GM1; (3) reconnaissance de CTB par un 
antiserum de lapin dirig6 contre CTB Sigma (antiserum 
anti-CTB) ; (4) reconnaissance des anticorps fix6s par 
des anticorps de ch6vre anti-IgG de lapin couples k la 
peroxydase (antiserum de r6v61ation) ; (5) oxydation de 
1 1 ABTS (2.2' -Azinodi- { 3-ethyl-BenzThia- 

zolinSulf onate (6) , sel diammonique) par la peroxidase 
en presence d'eau oxyg6n6e; (6) mesure de la quantity 
d'ABTS oxyd6 par mesure de 1 1 absorbance £ 414 nnu Nous 
avons mis au point ce test avec la prot§ine CTB Sigma 
afin de determiner les concentrations optimales des 
diff6rentes solutions utilis6es. D*apr6s DeWolf et 
collaborateurs (1981) , seul le pentam^re est capable 
d'interagir avec les gangliosides GM1 . 

Le test GM1-ELISA a 6t6 appliqu6 aux prot6ines 
CTBR et CTBR2 renatur6es en ne tenant compte que- de la 
concentration en forme pentam&rique • Pour estimer 
cette concentration, les formes pentamdr iques des 
diff6rentes prot6ines renatur§es ont 6t6 compar6es £ 
une quantity connue de CTB Sigma apr£s PAGS-SDS et 
coloration au bleu de coomassie. CTB Sigma sert 
6galement de r6f6rence dans ce test. Les courbes 
obtenues dans le test GM1-ELISA pour les formes 
renatur6es des protdines CTBR et CTBR2 sont identiques 
& celle de CTB Sigma (figure 21), Ces r6sultats 
d6montrent que les deux prot6ines CTB vecteurs r CTBR 
et CTBR2, ont des propri6t6s d * attachement aux 
r6cepteurs GM1 identiques & celles de la protdine CTB 
naturelle. II en r6sulte que les 3 acides amines 
suppl§mentaires & I'extr6mit6 NH-2 terminale de CTBR2 
n 1 interf drent pas avec la formation du pentam^re et 



35 



BN8DOCID: <W0__JW03437A1JL» 



WO 90/03437 A PCT/FR89/00495 



36 



n'influencent pas non plus la reactivite avec les 
gangliosides GM1 et avec 1' antiserum anti-CTB. 
Construction et expression des proteines de fusion 
5 entre CTBR2 et des epitopes antigenic™^ 

Nous avons utilise la strategie suivante dans la 
construction des proteines de fusion : chaque epitope 
antigenique a ete couple a la proteine CTB-vecteur 
soit a 1 ' ext remit e amino terminale, soit a 1* extremity 
1Q COOH terminale. Les couplages NH2 terminaux ont ete 

realises en inserant des fragments de DNA codant pour 
1* Epitope dans le site BamHI en aval de ATG initiateur 
du vecteur pT7CTBR2 , tandis que les couplages COOH 
terminaux ont ete realises en inserant les fragments 

15 de DNA dans le site Ball de pT7CTBR ou entre le site 

Bglll et BamHI du vecteur pT7CTBR5. Nous avons fait 
des couplages temoin en inserant le fragment au milieu 
de la proteine CTB-vecteur, plus precisement entre les 
acides amines serine 55 et glutamine 56. Ainsi les 

20 proteines de fusion temoins incorporent 1' epitope 

antigenique dans une des boucles externes, presumees 
d'etre impliquees dans 1 • interaction avec le recepteur 
GM1. Ces constructions temoin ont ete realisees en 
inserant les fragments de DNA dans le site Hindi du 

25 plasmide pT7CTBR ou dans le site Bglll et BamHI du 

vecteur pT7CTBR4. La construction et 1 ' amplification 
des differents plasmides d' expression ont ete 
realisees dans les bacteries E. coli HB101. Les 
plasmides ont ensuite ete transferes dans les 

30 bacteries BL2KDE3) pour obtenir 1' expression des 

differentes proteines hybrides. 

Fusion en tre CTBM3 et le fragment Fl de la proteine K2 
du virus de la aa3troenterite de pore 

Le premier antigene que nous avons utilise est 
35 1* antigene de surface du virus de la gastroenterite 
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transmissible du pore (GET) , virus appartenant aux 
coronaviridae, une famille de virus envelopp£s A RNA 
monocat6naire lin6aire de la polarit6 positive. ^Ce 
virus provoque chez le porcelet une maladie s6v£re et 
contre laquelle les essais de vaccination se sont 
montr6s inefficaces avec des virus inactiv^s ou tu6s . 
Comme les coronavirus murins et aviaires, les virions 
GET poss^dent trois prot6ines : une prot6ine N qui 
avec le RNA forme la nucl6ocapside et deux prot6ines 
d'enveloppe glycosyl6es. El (PM 29000) et E2 (220000). 
Alors que El est essentiellement transmembranaire, E2 
forme, A la surface du virus, des projections appel6es 
peplom^res. Les anticorps neutralisants apparaissent 
sp6cif iquement dirig6s contre ces peplomdres indiquant 
que la prot6ine E2 est un bon candidat comme antig^ne 
protecteur (Siddell et al., 1983). Cette prot6ine est 
compos6e de 1447 acides amines* La topographie des 
Epitopes a <§t§ 6tablie a 1 1 aide d 1 une batterie 
d'anticorps monoclonaux (Delmas et al . , 1986). Un 
fragment Fl de 150 acides amines a 6t6 identifie 6tant 
capable de r6agir avec les antis6ra reconnaissant le 
site antig^nique C, dont 1' antiserum monoclonal 3b5. 

Le cDNA du virus a 6t6 clon£ et partiellement 
sequence (Rasschaert et al., 1987). A partir de clone 
contenant un fragment de cDNA codant pour la prot6ine 
E2, nous avons isol6 le fragment Fl de 451 nucleotides 
par digestion avec les enzymes de restriction Xhol- 
Hpal (cDNA-Fl). Le plasmide pUCFl a 6t6 obtenu par 
1* insertion de ce fragment dans le site Sma de pUC13. 
Ensuite nous avons isol§ le fragment Fl du plasmide 
pUCFl et puis le fragment a 6t6 ins6r6 aux trois sites 
de restriction pr6cit6s. Les jonctions ont 6t6 
r6alis6es avec un oligonucleotide synth^tique de 
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maniere & conserver la phase de lecture dans les trois 
genes hybrides. 

La strat6gie que nous avons adoptee est 
representee figure 22. Les nouveaux plasmides sont 
d6nomm6s pCLHGl, pCLHG2 et pCLHG3. Nous avons 

transform^ les bactdries BL21 (DE3) -pLysS avec les 
differents plasmides que nous avons construits. Outre 
l'avantage d'utiliser un oligonucleotide synthetique 

1Q unique pour les trois constructions, cette strategie a 

permis d * insurer les sites de restricion Bglll et 
BamHI aux anciens sites Hindi et Ball de pT7CTBR. 
Ces sites etant dans la m§me phase de lecture que le 
site BamHI de pCLH2, une strategie de clonage unique a 

15 pu et pourra etre utilis6e pour r£aliser paralieiement 

les trois fusions dans des constructions ulterieures. 

Les proteines CLHG1 , CLHG2 et CLHG3 " sont 
respectivement cod6es par les plasmides pCLHGl , pCLHG2 
et pCLHG3 et r6sultent de la fusion g§n£tique entre le 

2Q proteine CTB-vecteur et le fragment Fl de la proteine 

E2 du virus de la GET. Apr6s induction de 

1* expression de ces proteines dans les bacteries 
BL2KDE3) nous avons observe la formation de corps 
d' inclusion. Ce ph6nomene a et6 mis & profit pour 

25 purifier les proteines de fusion. Les bact6ries 

concentrees par centrif ugation, sont traitees 
successivement au lysozyme et k la DNAse I. Les corps 
d' inclusion sont r6cuper6s par centrif ugation A 12000g 
pendant 15 minutes et purifies au cours de trois 

30 lavages successifs avec un tampon tris HC1 pH 8.0 10 

mM, EDTA pH 8.0 1 mM, PMSF 0.1 mM. L' analyse par 
PAGE-SDS des proteines totales et des proteines 
present dans le corps d' inclusion montre que la 
totalite des proteines hybrides exprimees se 

35 retrouvent dans ces aggregats . Comme le rapport 
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prot6ines hybrides/prot§ines totales est plus faible 
qu'avec CTBR f nous avons trait6 les corps d 1 inclusion 
pendant une nuit avec des solutions d'ur6e en 
concentration variable tamponn6es & pH 7.5 avec du 
tris HC1 100 mM afin de r6duire la presence de 
prolines contaminantes . Nous n' avons pas r6ussi k 
solubiliser les trois prot^ines & partir des corps 
d' inclusion, du moins dans le present essai et avec la 
solution tamponn6e choisie. 

Fusion de CTBM3 et 1 ' Epitope 3b5 de la prot6ine E2 du 
virus de la GET. 

L'6quipe du Dr. H. Laude a localises plus 
pr6cis6ment sur le fragment Fl la sequence reconnue:. 
par I'anticorps monoclonal 3b5. Nous avons insure 
dans les g6nes CTB vecteur le cDNA codant pour cet 
Epitope lin6aire de 9 acides amines , plus les deux 
acides amines localises en- amont et 1 1 acide amin6 
localise en aval. Ces codons suppl6mentaires ont 6t6 
ajout6s afin de mieux sparer 1' Epitope antig6nique et 
la partie CTB dans les prolines chim£res. Le DNA 
codant pour cette sequence auquel ont 6t6 ajout^s des 
sites Bglll et BamHI aux extr6mit6s a 6t6 synth6tis§ 
chimiquement, Cet oligonucl6otide a 6t6 introduit 
dans le site BamHI de pT7CTBR2 et entre les sites 
Bglll et BamHI de pT7CTBR4 et de pT7CTBR5. La 
structure des plasmides est pr6sent6e dans la figure 
23. Les trois prot6ines hybrides CEPI3.1, CEPI3.2 et 
CEPI3.3 cod^es par les plasmides, pCEPI3.1, pCEPI3.2 
et pCEPI3.3, poss^dent ainsi 1' Epitope ins6r6 
respectivement h I'extr6mit6 NH2-terminale , au centre 
et k I'extr6mit6 COOH-terminale de CTB. 

Les trois prot6ines ont pu etre exprim^es k haut 
taux par les bact6ries BL2KDE3) contenant le plasmide 
pLysS et les plasmides respectifs, les taux 6tant 
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similaires a celui observe pour 1' expression de CTBR 
ou CTBR2. Les proteines de fusion ont ete purifiees a 
partir des corps d' inclusion comme decrit avant. 
L' analyse des proteines presentes dans les corps 
d' inclusion par PAGE-SDS est illustre dans la figure 
18. Nous avons utilise les conditions de renaturation 
etablies precedemment et nous avons pu reformer un 
pentamere soluble avec une des trois proteines 
fusions, CEPI3.1 (insertion de 1' epitope a l'extremite 
NH2-terminale de CTB) (figure 19). Lorsque 1' epitope 
est insere au centre de CTB (CEPI3.2) , la proteine est 
solubilisee mais n'est pas polymerisee en pentamere. 
La troisieme proteine, CEPI3.3, ou 1' epitope est 
localise a l'extremite COOH-terminale de CTB, une 
faible proportion est solubilisee sous forme de 
monomere mais la majorite se retrouve sous forme d'un 
precipite. En conclusion, nous avons pu reconstituer 
le pentamere natif lorsque 1' epitope viral 3b5 est 
insere a l'extremite NH2-terminale. Nous avons utilise 
le test GM1-ELISA pour verifier si la proteine de 
fusion CEPI3.1 possedait tou jours la capacite a se 
fixer sur les recepteurs cellulaires GM1, et etait 
reconnue de la mime maniere que la CTB naturelle par 
un antiserum polyclonal dirige contre la CTB. Ce test 
a demontre que la proteine CEPI3.1 conservait la 
propriete de CTB de se fixer sur les gangliosides GM1 
et etait tou jours reconnue par 1' antiserum anti-CTB 
(figure 24) . Nous avons aussi effectue le m§me test 
GM1-ELISA ou 1* antiserum anti-CTB etait remplace par 
l'anticorps monoclonal 3b5 reconnaissant 1' epitope 
(figure 24). Nous avons ainsi montre que l'anticorps 
monoclonal reconnaissait 1' epitope sur la proteine 
hybride, elle-mime prealablement fixee au recepteur 
35 cellulaire, le ganglioside GM1 . Comme contrdle 
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n6gatif,nous avons egalement montre que cet anticorps 
monoclonal ne reconnaissait pas la prot6ine CTBR* 
Fusion de CTBM3 et 1 'Epitope C3 du virus de la 
poliomveiite 

L' epitope C3 du virus de la poliomyeiite est un 
peptide hydrophile localise entre les acides amines 93 
et 103 de la proteine de capside VP1 (Wychowsky et 
al. # 1983) et est reconnu par un antiserum monoclonal 
neutralisant (C3) . Ce m§me Epitope a ete utilise pour 
rechercher des sites d' insertion pour des antigSnes 
Strangers dans le r6cepteur du phage lambda, une 
proteine de la membrane externe d'E. coli (Charbit et 
al., 1986). 

15 Dans la conception de 1 ' oligonucleotide codant 

pour 1* Epitope C3 de polio, nous avons ajoute des 
sequences codant pour des acides amines susceptibles 
de former des boucles de chaque c3te de la sequence 
codant pour 1' Epitope. Nous avons introduit cette 

20 modification afin d'obtenir des prot6ines de structure 

pentam6rique lorsque I'etiope est ins6r6 £ 1'extremite 
COOH-terminale ou au centre de CTB . La sequence de 
1 ' oligonucleotide que nous avons synth6tis6 pour 
realiser ces nouvelles constructions, ainsi que la 

25 sequence en acides amines correspondante , sont 

representees figure 25. Cet oligonucleotide a et6 
ins6ree au site BamHI de pT7CTBR2 et entre les sites 
Bglll et BamHI de pT7CTBR4 et de pT7CTBR5. Les trois 
nouveaux vecteurs obtenus ont ete denommes pCPC3.1, 

30 pCPC3 • 2 et pCPC3.3. 

Les prot6ines CPC3.1, CPC3.2 et CPC3.3 sont 
codees respectivement par les vecteurs pCPC3.1, 
PCPC3.2 et pCPC3.3 et r6sultent de la fusion genetique 
entre CTB et 1' epitope C3 du virus de la poliomyeiite. 

35 Seules les proteines CPC3.2 et CPC3.3 ont pu §tre 
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exprim6es & haut taux (insertion au centre et k 
I'extremite COOH-terminale de CTB ) . Lorsque 
1' expression de CPC3.1 est induite, les bact6ries 
arretent de croltre similairement aux . bacteries 
exprimant CTBR ou CPC3.2 et CPC3.3 mais aucune 
proteine exprim6e ne peut §tre mise en evidence apr£s 
PAGE-SDS et coloration au bleu coomassie. Nous avons 
purifie les proteines CPC3-2 et CPC3.3 i partir des 
corps d' inclusion (figure 18) et nous avons renature 
les prolines solubilis6es . Les r6sultats pr^sentes 
dans la figure 19 montrent que dans les conditions 
particulieres choisies pour 1' experience seule la 
proteine CPC3.3 (couplage COOH- terminal ) forme un 
pentamdre. 

La capacity de ces differentes proteines fusion & 
se fixer aux r6cepteurs cellulaires GM1 a 6t6 6tudi6e 
au moyen du test GM1-ELISA d6crit pr6c6demment . Dans 
le test GM1-ELISA, nous avons utilise comme premier 

2Q anticorps soit un antiserum polyclonal anti-CTB 

(figure 26), soit 1 ' anticorps monoclonal 3b5 qui 
reconnalt l 1 Epitope du virus de la GET que nous avons 
ins§r6 dans CTB (figure 27), soit 1* anticorps 
monoclonal C3 qui reconnalt 1' Epitope C3 du virus de 

25 la poliomyeiite (figure 28). Dans les deux derniers 

cas, nous avons utilise comme anticorps de revelation 
des anticorps de lapin anti-IgG de souris coupl6s k la 
p6roxydase . 

D'aprds Dewolf et collaborateurs (1981) r seul le 
30 pentam^re est capable d'integrer avec les gangliosides 

GM1. Dans les preparations de prot6ines hybrides 
renaturees , une proportion variable de forme 
monomerique subsiste. Les diff6rents tests ont 6te 
r6alis6s en ne tenant compte que de la concentration 
35 en forme pentamerique. Cette concentration a 6te 
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estimte en comparant les formes pentam6riques des 
difftrentes prolines k une quantity connue de CTB 
Sigma aprts PAGE-SDS et coloration au bleu de 
coomassie. CTB Sigma sert tgalement de r6f6rence dans 
le test. Les r6sultats du test GM1-ELISA anti-CTB 
(figure 26) indiquent qu'en g6n6ral les prottines 
hybrides resultant de la fusion NH2- ou COOH- 
terminales de 1' Epitope viral k CTB (prottines 
CEPI3.1, CEPI3.3, CPC3.3) conservent la capacity de 
CTB k se lier aux r6cepteurs GM1 • De plus, le test 
GM1-ELISA anti-6pitope (figures 27 et 28) montre que 
lorsque 1* Epitope viral est fusionnt aux extr6mit6s 
NH2- ou COOH-terminales de CTB, celui-ci est tou jours 
reconnu par I'Ac monoclonal sptcifique, aprts fixation 
de la prottine hybride aux r^cepteurs GM1 . 

En conclusion, ce test nous permet de dire que 
lorsqu'un Epitope viral est fusionnt k l'une ou 
1' autre extr^mite de CTB, la forme pentam6rique de 
ce lle-ci peut §tre reconstitute ; la prottine hybride 
conserve la capacity de CTB k se fixer aux rtcepteurs 
GM1 et pr6sente 1' Epitope k sa surface sur une face 
n 1 interagissant pas avec le r§cepteur. Lorsque 
1* Epitope est ins6r6 au centre de la sequence de CTB, 
2 5 une faible proportion est reconstitute en pentamtre ; 

la prottine hybride est peu ou pas capable de se fixer 
au rtcepteur et, s'il y a fixation, 1* epitope ne peut 
pas §tre reconnu par un anticorps sp6cifique. Ces 
rtsultats sont en accord avec la prediction de la 
structure tridimensionnelle de CTB. 

L 1 invention concerne done encore plus 
particulitrement . 

1. Une mtthode de production de vaccins contre 
toute infection intestinale qui utilise la prottine 
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CTB comme adjuvant coupl6 par moyen de fusion de 
prolines a des prot6ines antig^niques . 

2. Comme (1), mais oCi la fusion de l'antig^ne se 
5 fait par 1 r attachement de l'antig^ne £ une des 

extr6mit6s de la prot6ine CTB. 

3. L 'utilisation de prot6ines de fusion entre la 
protdine CTB comme adjuvant, et un antig^ne 
immunisation contre des infections intestinales . 

10 4 - Comme (3), mais oil l'antig£ne est fusion^ k 

une des extr6mit6s de la proteine CTB. 

5. Comme (4), mais od 1 • antig^ne est fusion^ & la 
prot6ine CTB utilisant les g£nes CTB modifies CTBM2 et 
CTBM3 . 

15 5 - Comme (4), mais oil 1 ' antig£ne est une prot6ine 

du virus gastoentferique du pore pour 1 ' immunisation 
contre la maladie causae par ce virus. 

7. Comme (6), mais ou l*antig£ne est une proteine 
de la diarrh§e bovine virale pour 1 • immunisation 
2o contre la maladie causae par ce virus. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : 

Structure du plasmide pDL15 (S.OOOpb). Le 
25 fragment EcoRI-Hindlll (600 pb) contient le gdne LTB 

codant pour la sous-unit6 B de 1 ' ent§rotoxine "Heat 
Labile" de E. coli . 
Figure 2 : 

(a) Carte des sites de restriction conserves dans 
j 0 la region de DNA contenant le g£ne de la toxine 

chol6rique selon Mekalanos et al. , 1983. 

(b) Carte de la region du g£ne CTB contenu dans 
le fragment Xbal-Bglll isol6 & partir de V cholera 
Ogawa . . 
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CTA : DNA codant pour la sous-unite A de la 
toxine choierique. 

CTB : DNA codant pour la sous-unite B de la 
toxine chol6rique. 
Figure 3 : 

Clonage du g£ne CTB dans le plasmide pUC13 (2.730 
pb) et structure du plasmide pUCTl {5.000 pb) . H et E 
: sites de restriction Hindi et EcoRI . 
Figure 4(a) : 

Clonage des fragments HincII-Clal dans le vecteur 
M13tgl31. 

NCTB : fragment codant pour I'extremite NH2- 
terminale de CTB (223 pb) . 

CCTB : fragment codant pour l'extr6mite COOH- 
terminale de CTB (146 pb) . 
Figure 4(b) : 

Clonage du fragment Rsal-Clal dans le vecteur 
M13tgl30. 

NCTB : fragment codant pour I'extremite NH2- 
terminale de CTB (218 pb) . 
Figure 5 : 

La sequence du gdne CTB clone dans le plasmide 
pUCTl. La sequence des acides amines de la proteine 
CTB est d6riv6e de la sequence nucieotidique . Les 
acides amines de la proteine mature sont numerotes. La 
position des sites de restriction est indiqu6e par ~. 
Figure 6 : 

Comparaison de la sequence de CTB de la souche 41 
et d'autres souches . La sequence nucieotidique codant 
pour la sous-unite B mature de la toxine choierique 
(souche classique 41) est representee. Les acides 
amines diff6rents de la sequence de la souche 41 des 
sous-unites B des souches El Tor 2125 et El Tor 62746 
sont representees . 
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Figure 7 : 

Construction du plasmide pGMCTG contenant le g£ne 
CTB sous contr61e du promoteur PL du bacteriophage 
5 Lambda. 

cl: g&ne codant pour le r6presseur thermosensible 
cI857. 

E, B, N et P : sites de restriction EcoRI , BamHI, Ndel 
et PvuII. S-D : sequence Shine-Dalgarno. 

10 Figure 8 : 

Schema repr6sentant la structure tridimensionnelle 
d'une sous-unit6 de la prot6ine capside du virus STNV. 
Les filches repr6sentent les brins b§ta. Les lignes 
droites repr6sentent les axes de symmetrie. 

15 Figure 9 : 

Schema repr§sentant la structure 

tridimensionnelle predite de la proteine CTB. Les 
filches representent le 8 brins b§ta antiparalieies , 
et les nombres indiquent les r6sidus de la proteine 

20 situ6s respectivement au debut et k la fin de chaque 

brin beta. A5 repr6sente 1 • axe de symmetrie du 
pentamdre. La face de la proteine exposee au solvant 
et interagissant avec le r6cepteur GM1 est indique par 
la ligne pointiliee. 

25 Figure 10 : 

La structure du plasmide d f expression pSODL 
(3229 pb) portant le promoteur tac (ptac) et le gene 
SOD codant pour la superoxide dismutase humaine. 
S-D : sequence Shine-Dalgarno. 

30 Figure 11 : 

Schema de la construction du plasmide pSODC, 
indiquant les sequences des oligonucleotides qui ont 
et6 ins6res dans le plasmide pSODL. 
Figure 12 : 
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Schema de la construction du plasmide pSCT9 
portant le g6ne CTB-vecteur sous controle du promoteur 
ptae, apr^s couplage cistronique au g^ne SOD. 
5 Figure. 13 : 

Schema de structure des plasmides pAR3040 et 
pARAE , indiquant la sequence nucl^otidique de la 
region d' insertion entre le promoteur du g6ne 10 (plO) 
et le terminateur du g§ne 10 (tlO). SD indique la 
sequence Shine-Dalgarno du g£ne 10, Les sites de 
restriction Bglll, PvuII, Avail, PstI, EcoRI et EcoRV 
sont respectivement repr6sent6s par B, PII API, EI et 
EV. 

Figure 14 : 

Schema de la construction d'un vecteur 
interm6diaire pT7L (2.559 pb) . 

plO : promoteur du g&ne de la prot6ine 10 du phage T7 
tlO : terminateur du g6ne de la prot6ine 10 du phage 
T7 

20 S-D : sequence Shine-Dalgarno* 

Figure 15 : 

Schema de la construction du plasmide pT7CTBR 
portant le g£ne CTBR sous contrdle du promoteur du 
g&ne 10 du bacteriophage T7 (plO) . 
25 tlO : terminateur du g£ne de la prot6ine 10 du phage 

T7 

S-D : sequence Shine-Dalgarno. 
Figure 16 : 

Schema de la structure du plasmide pT7CTBR2 
30 portant le g&ne CTBR2 sous controle du promoteur du 

g£ne 10 du bacteriophage T7 . 
Figure 17 : 

Analyse par PAGE-SDS 16% de 1' expression des 
prot6ines CTBR (1) et CTBR2 (2) dans la souche BL21 
35 (DE3 ) . 
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N et I : Prolines bacteriennes totales lorsque 
1' expression des proteines h6terologues n'est pas 
induite (N) ou est induite a l'IPTG (I). 
5 Les bacteries contiennent respectivement les 

plasmides pT7CTBR (1) et pT7CTBR2 (2). 
Figure 18 : 

Analyse par PAGE-SDS 16% des proteines CTB- 
vecteurs et des fusions CTB-antigenes presentes dans 
10 leS corps d ' inclusion purifies des souches BL21 (DE3) 

portant les plasmides pCTBR (1), pCTBR2 (2), pCEPI3.1 
(6), pCEPI3.2 (7), PCEPI3.3 (8), pCPC3.2 (9) et 
PCPC3.3 (10). 
Figure 19 : 

15 Analyse par PAGE-SDS 16% des proteines CTB- 

vecteurs et des fusions CTB-antigenes purifies des 
corps d' inclusion et renaturees : CTBR (1), CTBR2 (2), 
CEPI3.1 (3), CEPI3.2 (4), CEPI3.3 (5), CPC3.2 (6) et 
CPC3.3 (7). P indique la position des pentameres; M 

20 indique la position des monomeres. 

Figure 20 : 

Schema representant le test GM1-ELISA. Les 
differentes etappes sont decrites dans le texte. 
A = GM1 

25 B = proteine a analyser 

C = antiserum anti-CTB ou anticorps monoclonaux 
anti-antigenes couples a la CTB 

D = immunoglobulines de chevre anti- 
immunoglobulines de lapin couplees a la peroxidase ou 
30 immunoglobulines de lapin anti-immunoglobulines de 

souris coupl6es a la peroxidase 
Figure 21 : 

Comparaison de la reactivite des proteines CTBR 
et CTBR2 renaturees par rapport a CTB Sigma<*> dans le 
35 test GM1-ELISA : absorbance a 414 nm en fonction de la 
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concentration en forme pentam6rique des diffe'rentes 
proteines. 

A = absorbance k 414nm 

C = concentration en proteines 

Figure 22 : 

Schema de la construction des plasmides pCLHGl, 
pCLHG2 et pCLHG3, portant des fusions entre la 
proteine CTB-vecteur et le fragment Fl de la proteine 
E2 du virus de GET. 
Figure 23 : 

Representation sch6matis6e de la structure des 
plasmides pCEPI3.1, pCEPI3.2 et pCEPI3-3 portant des 
fusions entre la proteine CTB-vecteur et 1 ' epitope; 3b5 
du virus de la GET. 
1 i : DNA codant pour CTB 

: DNA codant pour site C (Epitope) • 



Figure 24 : 

Comparaison de la reactivite de la proteine 
CEPI3.1 par rapport k la proteine CTBR dans le test 
GM1-ELISA : absorbance £ 414 nm en fonction de la 
concentration en forme pentam6rique des diff6rentes 
proteines . 

A = absorbance & 414 nm 

C - concentration en proteines. 

Figure 25 : 

(a) Representation sch6matis6e de la structure 
des plasmides pCPC3.1, pCPC3.2 et pCPC3.3 portant des 
fusions entre la proteine CTB-vecteur et 1' Epitope C3 
du virus de la poliomyeiite . 



i | : ADN codant pour CTB 

■m : ADN codant pour 1' Epitope 3C. 

(b) Sequence de DNA codant pour 1* epitope C3. 
Figure 26 : 
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Comparaison de la r§activit§ des prot§ines 
hybrides 

(a) CEPI3.1 ; CEPI3-2 ; CEPI3.3 et 
5 (b) CPC3.2 et CPC3.3 

par rapport k la prot6ine CTB Sigma -CTBS) dans le 
test GM1-ELISA : Absorbance k 414 nm en fonction de la 
concentration en forme pentam6rique des diff6rentes 
prot^ines. 

A : Absorbance & 414 nm. 
Figure 27 : 

Comparaison de la r6activit6 des prot6ines 
hybrides CEPI3.1, CEPI3.2, CEPI3.3 renatur6es par 
rapport & CTBR dans le test GM1-ELISA anti-6pitope du 
15 site C du virus de la GET. 

A = voir fig. 26 
C = voir fig. 26 
Figure 28 : 

Comparaison de la r6activit6 des proteines 
20 hybrides CPC3.2 et CPC3.3 renatur6es par rapport A 

CTBR dans le test GM1-ELISA anti-epitope C3 du virus 

de la poliomy61ite. 

A = voir fig. 26 

C = voir fig. 26 
25 La description comprend 6galement les figures 29 , 

30, 31, 32, 33, 34, 35 et 36 qui sont £ rapprocher 

respectivement des figures 2, 5, 11, 12, 15, 16, 20 et 

25. 
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REVENDICATIONS 
1 - Proteine hybride derivee de la sous- 
unite B de la toxine cholerique et fusionnee avec une 
sequence active d'un antigene heterologue vis-a-vis de 
ladite sous-unite et temoignant d'une activite Iga 
antigenique, cette proteine hybride conservant la 
specif icite d ■ attachement de la CTB aux gangliosides 
GM1 et possedant simultanement 1' activite Iga 
antigenique de la proteine heterologue, 

caracterisee par le fait qu'elle comporte une 
sequence intacte de ladite sous-unite s'etendant entre 
le 3eme et le lOOeme residus d'acides amines de la 
sous-unite B de la CTB et comptes a partir de 
l'extremite N-terminale de cette sous-unite et que 
cette sequence est fusionnee en amont ou en aval de 
celle-ci avec la sequence active de 1* antigene 
heterologue . 

2 - Proteine hybride selon la revendication 
1, caracterisee en ce que la proteine heterologue 
comprend de 5 a 50 residus d'acides amines. 

3 - ADN recombinant codant pour la 
proteine hybride selon la revendication 1 ou la 
revendication 2. 

4 - Vecteur modifi§ par un inserat 
consistant en l'ADN recombinant selon la revendication 
3, sous le contr61e d'un promoteur et des elements de 
regulation appropries permettant 1' expression de cet 

30 ADN recombinant dans un h6te cellulaire competent 

transforms par ledit vecteur recombinant. 

5 - Culture cellulaire transformee par le 
vecteur recombinant selon la revendication 4. 

6 - Culture cellulaire selon la 
35 revendication 5, caracterisee en ce que les cellules 



20 



25 



PHOOPCIP: <WO BOOM37A1 I > 



WO 90/03437 A A PCI7FR89/00495 



57 



appartiennent ct une espdce bact6rienne apte A 
coloniser I'intestin des mammif&res auxquels la 
prot6ine hybride doit §tre administr6e . 
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---><j«but CT8 matura 
aail d. signal X 

ThrVaiLauLauSarSarAlaTyr A laH isG lyThr ProG InAsnl leThr AsoLeuCys 
i ACA6TTTTACTATCTTCA6CATAT6CACAT66AACACCTCAAAATATTACTGATTT6T6T 

TGTCAAAATGATAGAAGTCGTATACGTGTACCTTGTGGAGTTTTATAATGACTAAACACA 
- - « 

13 M80II. 20 NOEI. 28 NLAII I . 37 MNLI. 

Tyr 

10 TAT 20 

AiaGluTyrHisAsnThrGlnlUHisThrLeuAsnAsoLysI lePhe Ser Ty r Thr G 1 u 
61 GCAGAATACCACAACAC ACAAATACATACGCT AAATGATAAGATATTTTCGT ATACAGAA 
CGTCTTAT6GT6TTGTGTGTTTATGTATGCGATTTACTATTCTATAAAAGCATATGTCTT 

a a, 

111 ACCI SNAI, 118 HINFI. 



30 40 

SarLauAlaGWLysArgGluttet Alalia I laThr PheLysAanG lyA laThr PheG In 
121 TCTCTAGCTGGAAAAAGAGAGAT6GCTATCATTACTTTTAAGAAT6GTGCAACTTTTCAA 
AGAGATCGACCTTTTTCTCTCTACCGATAGT AATGAAAATTCTTACCACGTTGAAAAGTT 

a a 

124 MAEI . 126 ALUI. 



50 60 

ValGluValProGlvSerGlnHisIUAsoSerGinLysLysAialUGluArgMetLys 
181 GTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACAAAAAAAAGCGATTGAAAGGATGAAG 
CATCTTCATGGTCCATCAGTTGTATATCTAAGTGTTTTTTTTCGCTAACTTTCCTACTTC 

AAA _ 

187 RSAI. 190 ECORII SCRFI. 197 HINCII. 208 HINFI. 233 FOKI. 
70 80 

AsoThrLeuArglleAlaTvrLeuThrGluAlaLysValGluLvaLeuCvsValTrDAsn 
241 GATACCCTGAGGATTGC ATATCTTACTGAAGCTAAAGTCGAAAAGTTATG TGTATGGAAT 
C TATGGGAC TCCTAAC6 TAT AGAATG AC TTCGA T TTCAGC TT TTCAA TAC ACAT ACC TTA 
- 

246 MSTII. 247 DOEI. 249 MNLI. 2S5 AVAIII. 270 ALUI. 278 T AO 



90 100 

AsnLysThrProHisAlalleAlaAlalleSerMetAlaAsnOC AsDlleLvs 
301 AATAAAACGCCTCATGC6ATTGCCGCAATTAGTATGGCAAATTAA6AT AT AAAA 
TTATTTTGCGGAGTACGCTAACGGCGTTAATCATACCGTTTAATTCTATATTTT 

^ •» A 

310 MNLI. 313 NLAIII. 322 FNU4H I . 
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Fig. 7 (suite 2) 
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